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摘要 :【 目 的 ] 本 研究 旨 在 克隆 沙 蕊 莹 叶 甲 Galeruca daurica 热 激 蛋白 Hsp70 基因 ,并 对 其 进行 序列 
和 表达 模式 分 析 , 探 讨 该 基因 在 沙 世 莹 叶 甲 生长 发 育 及 响应 温度 胁迫 方面 的 作用 。【 方 法 】 采 用 
RT-PCR 和 RACE 技术 从 沙 苛 莹 叶 甲 2 龄 幼虫 中 克隆 Hsp70 基因 ,并 进行 生物 信息 学 分 析 ; 用 
WoLF PSORT 在 线 软件 进行 亚 细 胞 定位 预测 ;采用 实时 荧光 定量 PCR 检测 该 基因 在 沙 芝 莹 叶 甲 成 
ERAUR, 头 \ 胸 和 腹 ) P LR SRL MEE CAR LI -3 冷 幼虫 、 肾 、 肉 雄 成 虫 )、 不 同 温度 ( -14，- 
10, -5, 0,5, 10, 15, 20, 25 和 30%C ) 处 理 1h 的 2 龄 幼虫 及 0%C 下 分 别处 理 0 min, 15 min, 30 
min，1h,1.5h,2h 和 3h 时 卵 中 的 相对 表达 量 。【 结 果 】 克 隆 获 得 一 个 沙 草 莹 叶 甲 Hsp70 基因 并 
命名 为 GdHsp70( GenBank 登录 号 : KY460462 ) ， 该 基因 全 长 2 340 bp, 开放 阅读 框 (ORF) 1 899 bp, 
编码 632 个 氨基 酸 ,预测 蛋白 质 分 子 量 为 70. 12 kD ,等 电 点 (pI) 为 4.79, 无 跨 膜 区 ,无 信号 肽 。 有 蛋 
白质 亚 细 胞 定位 预测 该 蛋白 主要 位 于 细胞 质 内 。 有 蛋白质 结构 域 分 析 表 明 ,GdHsp70 有 3 个 功能 保 
守 区 。 同 源 比 对 与 系统 进化 分 析 表 明 ,GdHsp70 与 分 类 学 关系 上 较为 接近 的 昆虫 的 同 源 蛋 白 间 有 
较 高 的 相似 度 。 组 织 特 异性 和 不 同 发 育 阶段 表达 分 析 表 明 ,GdHsp70 de 29 25 3E v NP jx, RO Spe Sp 
期 表达 量 最 高 ;高 温和 低温 胁迫 均 能 诱导 沙 蕊 莹 叶 甲 2 龄 幼虫 体内 GdHsp70 的 表达 ,其 中 -10% 处 
理 1h 表 达 量 最 高 ;0% 4 X AE EE SB 15 min 至 3 h 后 均 能 诱导 GdHsp70 不 同 程度 的 表达 上 调 , 其 中 
处 理 1 h 上 调幅 度 最 大 。 【结论 ] 9 REP GdHspT0 与 该 虫 的 生长 发 育 相关 ,并 对 高 低温 胁迫 的 
响应 有 重要 作用 。 
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Abstract: [ Aim] This study aims to clone the heat shock protein Hsp70 gene in Galeruca daurica, and 








to analyze the gene sequence and mRNA expression profiles so as to explore the function of Hsp70 gene in 
the development and its responses to thermal stress in G. daurica. [Methods] The full-length cDNA of a 
Hsp70 gene was cloned and identified from the 2nd instar larvae of G. daurica using RT-PCR and RACE 
technique, and the putative amino acid sequence was analyzed by bioinformatics methods. The relative 
expression levels of the Hsp70 gene in different adult tissues ( head, thorax and abdomen), different 
developmental stages (egg, the 1st — 3rd instar larva, pupa and female and male adult) , the 2nd instar 
larvae exposed to different temperatures ( -14, -10, -5,0, 5, 10, 15, 20, 25 and 30% for 1 h), 
and eggs exposed to 0Y for O min, 15 min, 30 min, 1 h, 1.5 h, 2 h, and 3 h, respectively, were 
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measured using real-time quantitative PCR method. [Results] A heat shock protein 70 gene was cloned 
from G. daurica, and named GdHsp70 ( GenBank accession no. KY460462) , which is 2 340 bp in 
length and contains an open reading frame ( ORF) of 1 899 bp, encoding 632 amino acid residues. The 
putative protein is 70. 12 kD with an isoelectric point ( pl) of 4. 79, and has no transmembrane region 
and signal peptide. Subcellular localization prediction revealed that GdHsp70 is mainly located in the 
cytoplasm. Protein domain analysis showed that GdHsp70 has three highly conserved domains. 
Homologous alignment and phylogenetic analysis demonstrated that GdHsp70 has high similarity with the 
Hsp70 proteins from other insects which are highly close to G. daurica based on taxonomy. Tissue- and 
developmental stage-specific mRNA expression profiling showed that GdHsp70 had the highest expression 
levels in the adult thoraxes and eggs. Both heat and cold stress could induce the mRNA expression of 
GdHsp70 in the 2nd instar larvae with the highest expression level at -10°C for 1 h. GdHsp70 was up- 
regulated in G. daurica eggs exposed to 0°C for 15 min to 3 h, with the highest expression level at 1 h 
after treatment. [ Conclusion] GdHsp70 might be associated with the development and play an important 


role in response to heat and cold stress in G. daurica. 
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Yb It Galeruca daurica ( Joannis ) JE $ 8H 
H (Coleoptera ) 叶 甲 科 ( Chrysomelidae ) ziz T FH E Æ} 
( Galerucinae) ,在 我 国 分 布 于 内 蒙古 、 新 疆 和 甘肃 等 
地 ,国外 分 布 于 俄罗斯 西伯 利 亚 、 蒙 古国 和 朝鲜 羊 岛 
( 杨 星 科 等 , 2010) 。 该 虫 从 2009 年 开始 在 内 蒙古 
草原 上 突然 大 面积 暴发 成 灾 ,呈现 逐年 加 重 的 趋势 ， 
发 生 范 围 从 2009 年 锡林郭勒 盟 的 4 个 旗 县 已 迅速 
扩大 到 2016 年 锡林郭勒 盟 、 呼 伦 贝 尔 市 .马兰 察 布 
m ` 巴 彦 淖 尔 市 .阿拉 善 盟 以 及 鄂尔多斯 市 等 6 个 盟 
市 的 20 AER. WAEI H RE fE E eK AA 
ABIE H NBE IRA 19 5 Jer. , AK e A Ep FG 
K ERWEE EIRT o EFR di TA 
虫 的 发 生 危 害 ,不仅 严 重 影响 当地 的 畜牧 业 发 展 、 降 
低 牧 民 收 入 ,而 且 使 草地 退化 更 加 严重 ,生态 环境 日 
益 恶 化 ( 张 鹏 飞 等 , 2015 ) 。 

HUR E H (heat shock proteins, Hsps) 作为 应 
激 和 蛋白 或 分 子 伴 介 ,在 不 同 生 物体 内 广泛 存在 ,在 进 
化 上 具有 高 度 保守 性 (Si et al., 2016) , 主要 涉及 多 
种 生物 进程 :蛋白 质 折 车 、 装 配 、 跨 膜 转 导 等 ( Jiang 
et al., 2015; Shi et al., 2016)。 在 昆虫 学 研究 中 , 主 
要 依据 热 激 和 蛋白 的 分 子 量 、 氨 基 酸 序列 及 功能 ,将 其 
分 为 小 热 激 蛋白 (small Hsps) , Hsp60 , Hsp70 , Hsp90 
及 协同 伴侣 Hsp40 ( Gkouvitsas et al., 2009), ÆRE 
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Hofmann, 1999) , 

Hsp70 是 热 休克 蛋白 家 族 的 重要 成 员 之 一 ,其 
高 度 保守 性 也 使 得 对 它 的 研究 相当 广泛 ( Boorstein 
et al., 1994; Daugaard et al., 2007)。Hsp70 编码 包 
括 诱导 型 的 Hsp70 和 组 成 型 的 Hsc70 (heat shock 
cognate 70) 。 通 常情 况 下 , Hsp70 在 细胞 内 表达 量 
很 低 ,在 热 应 激 或 其 他 环境 胁迫 作用 下 ,表达 量 迅 速 
增加 ;而 Hsc70 在 所 有 细胞 内 均 表 达 ,但 不 受 外 界 刺 
激 诱 导 ( Boutet et al., 2003; Franzellitti and Fabbri , 
2005). Hsp70 在 生物 体内 的 生理 功能 、 抗 逆 性 、 环 
境 监 测 中 具有 重要 作用 (King and MacRae, 2015) , 
特别 是 在 生物 体 获得 热 忍 耐力 中 起 了 重要 作用 
(Sørensen et al., 2003; 李 明 等 , 2008; Yang et al., 
2012) ,选用 Hsp70 作为 一 种 分 子 标记 物 , 可 从 分 子 
水 平 E 了 解 该 物种 的 抗 逆 机 制 ( Clark and Peck, 
2009)。 一 些 研究 表明 ,适度 的 低温 驯化 可 提高 昆 
虫 的 抗 寒 能 力 ,并 且 与 驯化 持续 的 时 间 有 关 (Jing 
and Kang, 2003), 

Vb Z8, FB e PL A EERE 1 代 , 以 成 
Hut F3 EXE , DA BB ES Exc ( 吴 翔 等 , 2015; Zhou et 
al., 2016) 。 已 有 研究 表明 , vb Z8 sic p H RA DER 27] 
虫 具有 很 强 的 抗 寒 能 力 ( 李 浩 等 , 2014, 2015; 高 靖 
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中 的 热 激 和 蛋白 主要 以 组 成 型 表达 和 各 种 逆境 因子 诱 
导 合 成 表达 为 主 (King and MacRae, 2015) 。 热 激 蛋 
白 能 够 维持 细胞 内 环境 稳定 ,促进 变性 蛋白 质 修 复 ， 
在 机 体 受 道 境 胁迫 后 保护 蛋白 、 多 肽 ,以 免 遭 受 变 性 
(Huang and Kang, 2007) ,其 功能 主要 是 参与 蛋白 
质 合 成 、. 折 释 、 装 配 及 转运 等 生命 活动 (Feder and 











淳 等 , 2015) ,但 其 抗 寒 的 机 制 并 不 清楚 , Hsp70 在 
生物 体 获得 热 忍耐 力 中 起 重要 作用 ,本 文 拟 从 
Hsp70 AF, PR HAE Vb 28 SR np HI COE rb BE HIS 
本 研究 从 沙 棺 荤 叶 甲 中 克隆 获得 了 一 个 Hsp70 基 
,序列 分 析 后 检测 了 该 基因 的 时 空 表达 模式 ,并 首 
过 人 研究 2 龄 幼虫 在 不 同 温度 胁迫 下 该 Hsp70 基因 的 
mRNA 表达 变化 情况 , 分析 该 虫 对 不 同 温 度 胁 迫 的 
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Ww. 2g f f O^C fita JI OST VP SUPE H RR EH 
表达 的 影响 ,实验 还 通过 0C 低温 对 卵 处 理 不 同时 
间 后 ,测定 Hsp70 基因 的 mRNA 表达 变化 情况 ,分 
析 该 基因 参与 抗 寒 的 主要 原因 ,以 期 寻找 影响 小柳 
莉 叶 甲 抗 道 能 力 的 新 靶 标 , 为 制定 新 的 防治 对 策 黄 
定理 论 基础 。 





1 材料 与 方法 
1.1 供 试 材料 及 处 理 

2016 年 春季 将 2015 年 秋季 采集 的 沙 答 性 叶 甲 
越冬 卵 (内 蒙古 锡林浩特 市 阿尔 善 苏 木 采集 ) 放 入 
25 +1%C 、 相 对 湿度 70% +5% 、 光 周期 16L:8D 的 人 
工 气候 箱 中 培养 ,等 幼虫 旷 化 后 ,以 实验 室内 种 植 的 
韭菜 Allium tuberosum Rottl. ex Spreng 作为 食料 进行 
连续 饲养 ,作为 供 试 虫 源 。 

1.1.1 沙 和 长 曹 叶 甲 成 虫 不 同 组 织 部 位 的 收集 :选取 














Ai seu FH BT - 3 龄 幼虫 . 晴 、 雌 成 由 和 雄 成 虫 (每 
个 虫 期 均 选 取 3 日 龄 的 个 体 ) ee m 9) BO DP SCC 
叶 甲 至 少 取 1 g, 迅 速 投入 液 所 中 转 至 -80Y e 
用 ,每 个 处 理 3 个 生物 学 重复 。 

1.1.3 不 同 温度 处 理 :选取 沙 葱 萤 叶 甲 2 龄 幼虫 分 
别 在 -14, -10, -5,0, 5, 10, 15, 20, 25 和 
30C FARM 1 h Jer XE BA CU ER - 800€ 1 
冻 备 用 ,每 个 处 理 重复 3 次 ,5Y 处 理 作 为 基准 。 
1.1.4 低温 处 理 : 将 产 下 3 d Ahn E BEA) 
置 于 0% 下 处 理 0 min, 15 min, 30 min, 1h, 1.5h， 
2 上 及 3 之 后 迅速 收集 卵 投 入 液 氮 , - 800€ P 
用 ,每 个 处 理 重复 3 次 。0% 下 处 理 0 min 实际 为 不 
做 低温 处 理 的 试 虫 ,将 其 作为 对 照 组 。 








1.2 沙 葱 莹 叶 甲 Hsp70 基因 克隆 
1.2.1 引物 制备 :根据 本 实验 室 组 装 的 沙 瓯 曹 叶 





甲 转录 组 数据 ,选取 一 段 被 注释 为 Hsp70 的 基因 序 
列 ,设计 特异 性 引物 , 扩 增 一 段 预 计 在 150 bp 的 基 











羽化 第 3 天 的 沙 芍 董 叶 甲 成 虫 , 在 显微镜 下 用 解剖 
剪 分 别 剪 下 头 、 胸 和 腹 3 部 分 ,迅速 投入 液 氮 中 转 至 
-80 人 冷冻 备用 ,每 个 处 理 3 个 生物 学 重复 。 




















因 片 段 , 再 根据 已 获得 的 特异 性 序列 ,设计 两 个 半 集 
式 引 物 Hsp70-5'GSPI 和 Hsp70-5' GSP2. 及 Hsp70-3' 
GSPI 和 Hsp70-3'GSP2 用 于 RACE 扩 增 ( 表 1)。 
































1.1.2. 沙 签 董 叶 甲 不 同 发 育 期 的 收集 :分 别 选取 沙 
R1 实验 用 引物 
Table 1 Primers used in the study 
引物 引物 序列 (5 -3') 用 途 目的 片段 长 度 (bp) 
Primers Primer sequences Purpose Target fragment size 
GdHsp70-f ACAGGCCACAAAACATGCAG 扩 增 Hsp70 基因 片段 155 
GdHsp70-r CATCGAAAGTTCCACCACCC Amplification of Hsp70 gene fragment 
GdHsp70-5'GSP1 TGTCAAACTCCTCACCTCCCAA S'RACE 1 186 
GdHsp70-5'GSP2 CCCAAGTCACTATCTCCAGCAGT 
GdHsp70-3'GSP1 CTGTAGTCGCACTCGGTCAA 
` 3'RACE 1 500 
GdHsp70-3'GSP2 TCTTTCGCCCCACCTTCTCT 
GdHsp70-F TTATTGCCAACGACCAGG 全 长 序列 扩 增 1870 
GdHsp70-R CTCGCATCCACAAGCACA Full-length sequence amplification 
qGdHsp70-F CACAACGTCAGGCCACAAAA 实时 荧光 定量 PCR 检测 目的 基因 ii 
qGdHsp70-R AAAGTACCGCCACCCAAATC Target gene amplification in real-time quantitative PCR 
qSDHA-F GGGAGACCACAATCTCCTCA 实时 荧光 定量 PCR 检测 内 参 基因 i 
qSDHA-R AGCTGGTGCTCCTAACTCCA Reference gene amplification in real-time quantitative PCR. 


1.2.2 RNA 提取 与 cDNA 克隆 : 将 1.1 节 中 从 对 
外 采集 的 沙 黎 人 董 叶 甲 卯 带 回 实验 室 , 黎 化 至 2 龄 幼 
虫 ,在 液 所 中 充分 研磨 , 按 TaKaRa Mini RNA 提取 试 
AA (Takara, Dalian, China) 的 要 求 提 取 总 RNA。 
采用 1% 琢 脂 糖 凝 胶 电泳 检测 提取 的 总 RNA 的 完 
整 性 ,用 超 微 量 紫 外 分 光 光 度 计 (NanoPhotometer P- 
Class 6453, Implen GmbH, Munich, Germany ) 测定 
核酸 纯度 和 浓度 。 高 质量 的 RNA 将 按照 
































PrimeScript 1* Strand cDNA 合成 试剂 盒 (Takara, 
Dalian, China) 提供 的 说 明 书 进行 cDNA 第 1 链 的 
合成 。 

1.2.3 PCR 扩 增 纯化 及 鉴定 :PCR 反应 总 体系 为 
50 uL: PCR Buffer 5 uL, dNTPs 2 uL, 模板 1 uL, 
正 反 向 引物 各 2 uL, Takara La Taq 酶 0.6 uL, 
ddH,O 37.4 uL, 反应 条 件 :94% TRAP TE 5 min; 
94*C 变性 20 s, 55*C 3H 4 20 s, 72% 延伸 30 s, 3: 30 
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个 循环 ; 72C 10 min。 反 应 结束 后 取 5 uL 扩 增 产 
物 在 1% 的 琼脂 糖 凝 胶 上 进行 电泳 检测 。PCR 仪 为 
T100™ Thermal Cycler ( Bio-Rad, America) 。 将 预测 
目的 片段 大 小 一 致 的 条 带 进 行 切 胶 回 收 测序 。 
1. 2.4 3' 5 S'cDNA 末端 快速 扩 增 (rapid 
amplification of cDNA ends, RACE): 应 用 SMARTer@ 
RACE 5'/3' Kit (Clontech ) 进行 3' 与 5' RACE。 
RACE 操作 步骤 按 试剂 盒 说 明 书 要 求 进行 ,兼用 半 
HX PCR 扩 增 ,电泳 检测 后 ,对 目标 片段 进行 纯化 
回收 后 送 北京 六 合 华 大 公司 测序 。 
1.3 WAHIA Hsp70 基因 序列 分 析 

利用 NCBI 上 (http://blast. ncbi. nlm. nih. gov/ 
Blast. cgi) 的 Blast THIET FRAAIE RYT 9 BU 
相似 性 分 析 ; 所 得 片段 应 用 DNAMAN V6. 0 ( Lynnon 
Biosoft, Canada) 进行 序列 拼接 ,在 线 软件 ORF 
Finder ( www. ncbi. nlm. nih. gov/gorf/gorf. html) 预测 
Hsp70 基因 的 开放 阅读 编码 框 ;DNAMAN 预测 分 子 
量 及 等 电 点 ; 网 上 在 线 工 具 SignalP, TMHMM, 
SMART ,WoLF PSORT 等 对 蛋白 信号 肽 、 跨 膜 结 构 、 
结构 域 . 亚 细胞 定位 进行 预测 ;采用 SWISS-MODEL 
( http ://swissmodel. expasy. org/) 进行 同 源 建 模 及 
3D 结构 预测 预测 分 析 ; 分 别 使 用 DNAMAN 和 
MEGA 6. 0 进行 同 源 性 分 析 和 构建 系统 发 育 树 。 
1.4 实时 获 光 定量 PCR 

根据 Hsp70 基因 的 全 长 序列 ,设计 一 对 奕 光 定 
量 PCR 5| 9] (CR 1) JH-T Er lj vb zi si rH. Hsp70 基 
bj. 3€ 3t HE Hi 5 HS ( succinate dehydrogenase, 
SDHA ) HUE SK f vb 28, si p FS JH] IB BRA PF P WI UA 
保持 较 好 的 表达 稳定 性 (Tan et al., 2016) ,被 用 作 
内 参 基因 ;定量 实验 在 FTC-3000P 荧光 定量 PCR (X 
上 进行 (Funglyn Biotech, Canada) 。PCR 反应 体系 
25 uL: 600 ng/uL 的 cDNA 模板 1 uL, SYBR Green 
Real-time PCR Master Mix (Takara, No. DRR420S) 
染料 12 pL,10 umo/L 的 引物 0. 5 uL, KZK 11. 5 
kL。 反 应 条 件 :95%C 5 min; 95C 10 s, 52C 15 s, 
72*C 20 s, 40 个 循环 。 每 个 实验 进行 生物 学 重复 3 
次 ,每 次 进行 4 组 技术 重复 。 采 用 2 “全 法 进行 
PCR 相对 定量 分 析 ( Livak and Schmittgen, 2001 ) 。 
同一 处 理 组 下 基因 表达 量 差异 采用 单 因素 方差 分 析 
(One-way ANOVA) ,同一 因素 中 ,对 照 组 和 处 理 组 
之 间 Hsp70 mRNA 相对 表达 水 平 差异 用 上 检验 ; 同 
一 因素 下 不 同 处 理 组 Hsp70 相对 表达 量 差异 采用 单 
因素 方差 分 析 ( One-way ANOVA, LSD 法 ) ,统计 用 





























应 用 SPSS 16. 0 统计 软件 进行 。 
2 结果 


2.1 WARP GdHsp70 基因 克隆 与 序列 分 析 
VA ib 28,5 E FH. cDNA. 作为 模板 ,一 对 特异 性 引 
物 GdHsp70-f 及 GdHsp70-r 扩 增 获得 150 bp 的 特异 
TEE ,序列 比 对 后 发 现 其 核 昔 酸 序列 与 其 他 昆虫 
的 Hsp70 序列 有 高 度 相似 性 。 根 据 这 条 片段 分 别 
设计 3' 和 5' 引 物 进行 RACE 扩 增 全 长 序列 。 根 据 
中 间 序 列 ,分 别 扩 增 获得 了 1 686 pp 的 3' 端 和 822 
bp 的 5' 端 序列 ,经 拼接 后 获得 2 340 bp 的 全 长 序 
列 , 命名 为 GdHsp70 ( GenBank % 录 号 : 
KY460462) , GdHsp70 基因 开放 阅读 框 (ORF ) 长 
1 899 bp ,编码 632 个 氨基 酸 ,3' 非 翻译 区 为 306 
pp ,包含 polyA 尾巴 ,具有 加 尾 信 号 AATAA。 编 码 
蛋白 质 分 子 量 为 70. 12 kD, FHEA (pI) N 4. 79, 
无 跨 膜 区 ,无 信号 肽 。CdHsp70 蛋白 质 具 有 Hsp70 
和 蛋白质 家 族 特征 序列 :IDLCTTYS( 第 9 - 16 fi 24 
基 酸 ) , IFDLGGGTFDVSLL (第 197 - 209 fy $a d 
HR), IVLVGGSTRIPKVQQ (第 334 - 348 位 氨基 
酸 ) ,在 131 -138 位 氨基 酸 处 有 1 个 ATP/GTP £i 
合 位 点 ,内 质 网 特征 元 件 RDEL( 第 629 - 632 位 氨 
基 酸 )( 图 1)。 和 蛋白 质 亚 细胞 定位 预测 该 和 蛋白 主要 
位 于 细胞 质 内 。 二 级 结构 预测 表明 ,GdHsp70 4& 
白 的 Qa- 螺旋 (alpha helix)、 延 伸 链 ( extended 
strand) 、 无 规则 卷曲 (random coil) 的 比例 分 别 为 
30.996, 22.596 和 47.196 。 以 牛 的 Heat shock 
cognate hsc70 (aal - 554) Æ F1 Ji ( SMTL. ID; 
Lyuw. 1) 为 模型 预测 GdHsp70 和 蛋白 的 3D 结构 为 
同 源 Hsp70 ,相似 性 为 72.5% 。 
2.2 沙 葱 莹 叶 甲 GdHsp70 同 源 比 对 及 系统 进化 分 
析 
























































用 GdHsp70 推导 出 的 氨基 酸 序 列 在 GenBank 
上 进行 BlastP 比 对 分 析 , 显示 与 其 他 已 知 的 Hsp70 
基因 有 较 高 的 同 源 性 。 为 检测 GdHsp70 的 保守 性 
及 不 同 物种 间 的 Hsp70 的 亲缘 关系 ,从 NCBI 的 
GenBank 中 下 载 了 13 种 昆虫 以 及 1 种 农业 螨 类 的 
Hsp70 氨基 酸 序列 ,与 推导 出 的 GdHsp70 氨基 酸 序 
列 进行 同 源 性 分 析 。 结 果 显 示 ( 表 2), 沙 萄 至 叶 甲 
GdHsp70 与 其 他 昆虫 种 Hsp70 氨基 酸 序列 一 致 性 均 
超过 60%, 其 中 与 马铃薯 叶 甲 Leptinotarsa 
decemlineata Hsp70 的 一 致 性 最 高 (89. 1% ) 。 
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CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACATGGGGCGATTTGATTGCAGTCACTGCTGTAGAGAACACGTAATTTAAGTATTTATTAAAGAATTGTCTGCAA 











121 — CTATATAATTTAAAGATGGCTAAAGCACCAGCTGTAGGTATTGATTTGGGAACAACATACTCTTGTGTCGGTGTATTCCAACACGGAAAAGTCGAAATTATTGCCAACGACCAGGGTAAT 
1 Mk A PAYcGc|T- DL ccr T YSs|C v G V FP.Q H GR V E T T A.N D Q GN 

241 — AGAACCACACCTTCATATGTGGCTTTCACAGATACGGAACGTCTCATTGGAGATGCCGCCAAAAACCAAGTCGCCATGAATCCCAACAACACAATTTTTGATGCAAAACGTCTTATTGGT 
36 ROT T POSOY VOX RB T-D TOE OR OLUL GJDCOACAUK N QUOVUA M N.P NUN T T FD A KOR DL. I9G 

361 — CGTCGATTTGACGATTCGGCCGTACAATCAGACATGAAACATTGGCCTTTCGAAGTCATTAACGATGGCGGCAAACCAAAAATTAAAGTAGCCTACAAGGGAGAAGACAAATCGTTTTAC 
76 RRFDDSAVQSDHMKHWPFEVINDGGKPKIKVAYKGEDKEKSI:F IY 

481 — CCCGAAGAAGTCAGTTCAATGGTGCTCACGAAAATGAAGGAAACTGCCGAAGCTTACCTCGGTAAAAATGTCACAAATGCTGTTATCACAGTACCTGCTTATTTCAACGATTCACAACGT 
l6 "P EXE V'S.S M V LOT K M K. E T A-E-A I-L GCRCNÓOV T NOA V IT V.PTA Y RN DS QR 

601 — CAGGCCACAAMAGATGCAGGAGCGATAGCTGGTTTGAATGTTTTACGAATTATTAATGAACCAACAGCAGCAGCATTAGCATATGGCCTAGATAAAAATTTGAAAGGTGAGAAGAATGTC 
WE SQ ACT K D A GOAT. MG DON. V LR LOI NO BIB T A A OA OD.A CY I K N LK OG 3B SK NV 

721 — CTCATATTCGATTTGGGTGGTGGAACTTTCGATGTCTCACTTTTGACTATTGATAACGGAGTTTTTGAAGTAGTAGCCACAAATGGTGACACACATTTGGGAGGTGAAGATTTCGATCAG 
196: p HET ESDUESG OG GUISESDOVOSSCEVCEST|I D N GV RF BR V W*A T.N 6G D.T H L-G G BJD.PF. DO 

841 — AGAGTCATGGATTACTTTATCAAATTGTACAAGAAAAAGAAGGGCAAGGATATCAGGAAAGATAACAGAGCTGTACAGAAACTCAGAAGAGAAGTCGAAAAGGCAAAGAGAGCTCTATCT 
236. 5 RUY OM ID Y E TL KD Y-K KK K G K DOP.R K DON. RAVA RE RORCE V E KCÁÀ KR A.B. S 

961 — TCAAACCACCAAGTCAGAATTGAAATTGAATCTTTCTTCGATGGTGATGATTTCTCTGAATCACTAACAAGAGCCAAATTTGAAGAATTGAACATGGATCTTTTCCGTTCCACAATGAAA 
276 S NH Qo V R L.E I B S.P F D G D DF S E'S L T RA K FE EL NOM DL FR.S M K 

1081 CCAGTTCAAAAAGTATTGGAAGATGCCGATATGAACAAAAAAGACGTGGACGAAATTGTACTTGTAGGAGGTTCGACTCGTATTCCCAAAGTACAACAACTCGTTAAAGAATTCTTCAAT 
316) PEV Q K Y L EOD AD M.N K KD V D.E|I-VSE-V OCS T VQ OL VE E P RF N 

1201 GGCAAAGAACCATCCAGAGGTATCAACCCCGATGAAGCTGTAGCTTATGGAGCTGCCGTTCAAGCTGGTGTACTATCAGG TGAACAAGACACCGATGCAATTGTACTATTGGACGTCAAT 
356. G K B P S R.G I N-P.DE A VÀ * G A A V OQ ÁA 6G V L.S G EQ DOT D A I V L L D VN 

1321 CCTTTGACTATGGGTATCGAAACTGTCGGAGGTGTGATGACGAAACTCATCCCACGTAACACTGTCATTCCCACAAAGAAATCTCAAATATTCTCAACTGCTTCTGACAGTCAACACACT 
3960 PLTC OT E T VSGLGO Y MOTOK LR AR NO T)!V I POT K KS. GIES T A. S D S»Q H T 

1441 GTTACGATTCAAGTATACGAAGGAGAACGTCCAATGACCAAGGATAATCACTTGTTGGGTAAATTCGACCTGACTGGCATTCCACCAGCACCTAGAGGCGTACCACAAATTGAAGTTACA 
436 SV TAI QUY TQ EOGVEUROP M T K DON HULTL CG RE FF DM GH Pp AUP RUG VO PALE YT 

1561 TTCGAAATTGATGCTAATGGTATCTTACAAGTATCTGCCGAAGACAAAGGAACCGGAAACAGGGAAAAGATCGTCATTACCAATGACCAAAACAGGCTTACACCTGACGACATAGACCGT 
415; PR TD A N C 1 L Q Y S A B D K.C T GN k.E X T Y Y T N-D' QN R L T P b D I D-R 

1681  ATGATCAGAGACGCCGAGAAATTCGCCGATGAAGATAAAAAATTGAAAGAAAGAGTAGAGGCTAGGAACGAATTGGAAAGTTACGCTTATTCATTGAAGAATCAAATAAACGACAAAGAA 
bi6 ^M, I RR D. A-E K FK A D.E D K.K EL KE RV E A RN EL ES T A Y SL KN Q IN D-K E 

1801  AAGTTGGGTGCCAAGTTGTCCGATGACGAGAAGACTAAAATGGAAGAGGCCATCGACGAGAAAATTAAATGGTTAGAAGATAACCAAGATACCGAAGCGGAAGATTACAAGAAACAAAAG 
bbb K LG A K L S B D E K T K M E B A I D E K I K.W Lb ED N QD T E A E D Y KK Q.K 

1921 AAGGCATTGGAAGACATAGTGCAACCGATCATCGCTAAGTTATACCAAGGAGCCGGCGGAGCACCACCTCCGACCAGTGACGATGACGACGAATTAAATAGAGATGAATTGTGAGCAGAT 
506 KK L ER D I VQ P T TA KL Y q GÀ CCA PP Pp PT SD DD ph RL NR Dh Ril 

2041 TTGTAGGCCAAMAGACTGAAAAAACTTGTGTGCTTGTGGATGCGAGAGATAGATGAAGAGTGAGTGTTCTTTGGGTGATATTTAATTTTTTTTTCTGTTTTGTATTTCTGCGTGTAATA 
2161 GGAATTTTGTAAATTGATTCGTCTAAGGCGAACGACTTTATTTATTTATGTCAAATATGGATGTATGATTTGTGATATTTTTTTTTATTATTTTTTAAACAAAMATAAATTGTACATGTA 
2281  TATTTGAATCATTCCCTTTTCGTGTAATTTTTCAATAAAATTACTTGAAAAAAAAAAAAA 





图 1 WAIE GdHsp70 基因 的 碱 基 序 列 及 其 推导 的 氨基 酸 序列 


Fig. 1 Nucleotide and deduced amino acid sequences of GdHsp70 in Galeruca daurica 








起 始 密码 子 ATG 用 粗 体 标 出 ,终止 密码 子 TGA 用 星 号 标 出 。 方 框 中 为 Hsp70 家 族 签名 序列 ,下 划 线 部 分 表示 ATP/GTP 结合 位 点 。The 


initiation codon ATG is shown in bold, and the termination codon TGA is marked with an asterisk. Hsp70 family signature sequences are shown in boxes, 


and the ATP/GTP-binding site is underlined. 





从 NCBI 数据 库 中 搜索 来 自 鳞 翅 目 、 膜 翅 目 、 双 
WE EH FA H KRIE AKA Hsp70 的 所 
基 酸 序列 总 计 25 REFA nR Hsp70 氮 














基 酸 序列 构建 NJ 系统 进化 树 (图 2)。 结 果 显 示 , 鳞 
翅 目 、 膜 翅 目 、 双 翅 目 及 螨 类 都 分 别 单独 聚 为 一 个 分 











x; 半 翅 目的 烟 粉 乔 Bemisia tabaci, IR 3A 
Laodelphax striatella 及 褐飞虱 Nilaparvata lugens 分 
PEM XE — 3e [EUR RRAK ZR BEIC ; EH H 9 
fa SK c Harmonia axyridis 5j 4% 2X y P Dastarcus 
helophoroides 聚 在 一 起 ,与 其 他 鞘翅 目 昆 虫 亲 缘 关 系 
Ati s Vr P Z8 sc H 353 [5] Je 855388. H 05 $8 EE L. 
decemlineata X H — x, 与 同一 目的 大 猿 叶 甲 
Colaphellus bowringii, P ^E 3.736 7$ Epicauta chinensis 
亲缘 关系 很 近 。 聚 类 结果 表明 , YAHA Hsp70 
蛋白 序列 与 分 类 学 关系 上 较为 接近 的 物种 的 同 源 蛋 
白 间 有 较 高 的 相似 度 。 








2.3 GdHsp70 基因 的 表达 模式 分 析 

WAIE GdHsp70 在 成 虫 不 同 部 位 表达 量 存 
在 极 显 著 差异 (F =62.04; df =2; P «0.01) ,其 中 
胸部 表达 量 最 高 (4. 21) ,其 次 腹部 (2. 13) ,最 低 为 
头 部 (1.00) (图 3: A), GdHspTO 表达 量 在 不 同 发 
育 阶 段 存在 极 显著 差异 (F =27.42; df 26; P< 
0.01) ,其 中 在 卵 期 表达 量 远 高 于 其 他 发 育 阶段 ,其 
次 为 1 龄 幼虫 ,其 他 发 育 阶 段 间 差异 不 显著 (图 3: 
B), 

WAEI E 2 龄 幼虫 经 不 同 温度 处 理 h, 
GdHsp70 表达 量 存在 极 显著 差异 (F =312.08; df = 
9; P<0.01), pe HU T 其 他 温度 处 
理 , 相 对 表达 量 达 6.47 倍 ; 除 - 14% 处 理 与 5S% 处 
理 天 显著 差异 外 ,其 他 温度 处 理 下 的 表达 量 均 显 革 
高 于 5C 下 的 表达 量 (图 4: A). vb BITE 
0% 下 处 理 不 同时 间 后 ,与 不 处 理 对 照 (0 min) 相 比 ， 
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表 2， 沙 葱 莹 叶 甲 与 其 他 昆虫 种 Hsp70 氨基 酸 序 列 比 对 
Table 2 The amino acid sequence alignment of Hsp70 between Galeruca daurica and other insect species 
同 源 矩 阵 Homology matrix 
1 2, 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

1 x 62.2 63.3 63.0 63.5 63.0 69.1 63.3 68.0 89.1 68.3 62.6 78.9 63.1 64.4 
2 0.38 £ 86. 1 79.5 82.7 80. 2 73.5 85.0 73.8 58.8 75.5 80.5 59.0 84.1 87.1 
3 0.37 0.14 ES 80.4 80. 7 79.1 73.4 90.5 74.5 60. 6 75.3 79.3 58.5 89.5 93.3 
4 0.37 0.21 0. 20 = 78.5 80.9 74.7 79.3 75.4 59.7 76.1 78.6 58.4 78.7 80.3 
5 0. 36 0.17 0.19 0.22 - 78.0 74. 6 81.6 74.8 59.7 75.3 78.9 58.7 78.4 81.4 
6 0.37 0. 20 0.21 0. 19 0. 22 S 12:7 78. 8 74.0 60. 4 73.5 76.7 58.9 TI. 2 81.6 
7 0.31 0. 27 0. 27 0. 25 0. 25 0.27 z 71.9 91.9 63.3 91.4 72.5 62.8 73.4 74.1 
8 0.37 0.15 0.10 0.21 0.18 0.21 0.28 - 72.8 60.2 73.3 79.4 58.8 85.9 89.4 
9 0.32 0. 26 0. 26 0. 25 0. 25 0. 26 0.08 0. 27 = 63.1 93.3 73.3 62.7 73.8 17552 
10 0.11 0.41 0. 39 0. 40 0. 40 0. 40 0.37 0. 40 0.37 Es 25.0 25.1 24.4 23.9 24.1 
11 0. 32 0.25 0.25 0. 24 0.25 0.27 0. 09 0. 27 0. 07 0.75 z 73.9 61.8 74.5 75.1 
12 0.37 0. 20 0.21 0.21 0.21 0. 23 0.28 0.21 0. 27 0. 75 0. 26 = 58.7 78.5 78. 8 
13 0.21 0.41 0. 42 0. 42 0. 42 0.41 0.37 0.41 0.7 0. 76 0.38 0.41 - 59.5 59.8 
14 0.37 0.16 0.11 0.21 0. 22 0. 23 0.27 0.14 0. 26 0. 76 0. 26 0.22 0.41 = 88. 4 
15 0. 36 0. 13 0.07 0. 20 0. 19 0.18 0. 26 0.11 0.25 0. 76 0. 25 0.21 0. 40 0.12 i 





距离 矩阵 Distance Matrix 

















物种 名 称 及 其 Hsp70 基因 的 GenBank 登录 号 The species names and the GenBank accession numbers of their Hsp70 genes; 1; WA zUt 























Galeruca 











daurica ( KYA20426) ; 2: 烟 粉 项 Bemisia tabaci ( HM367079. 1) ; 3: ZÆ Bombyx mori ( AB035326. 1) ; 4: 致 倦 库 蚊 Culex quinquefasciatus (XM_ 














001861403. 1) ; 5; IRZ P 








decemlineata ( KC544269. 1) ; 11; Æ Y 











Dastarcus helophoroides ( KU050682. 1) ; 6; Rt Drosophila auraria ( AJ001365. 1) ; 7; 大 猿 叶 
( EF668009. 1) ; 8: 棉铃 虫 Helicoverpa armigera ( HM593518. 1) ; 9: Jk Vif Laodelphax striatella ( KP994340. 1) ; 10; 马铃薯 叶 
KW Locusta migratoria ( AY299637. 3) ; 12; 褐飞虱 Nilaparvata lugens ( JQ782193. 1) ; 13; 桔 红 螨 























Colaphellus bowringii 

















Leptinotarsa 


Panonychus citri ( GQ495085. 1) ; 14; 小 菜 蛾 Plutella xylostella ( AB325801. 1) ; 15; 甜菜 夜 蛾 Spodoptera exigua ( FJ862049. 1). 


GdHsp70 表达 量 均 有 所 升 高 (下 =27.42; df 26; P< 
0.01) ,但 只 有 0 下 1 bh 处 理 表 达 量 显著 高 于 不 处 
理 对 照 (36 倍 ) 外 ,其 他 处 理 与 不 处 理 对 照 差 异 未 达 
到 显著 水 平 (图 4: B). 


二 一 





3 讨论 


本 研究 通过 RT-PCR 和 RACE 技术 克隆 获得 了 
VEA sg np HI Hsp70 基因 家 族 的 一 个 基因 , 命名 


具有 较 高 的 保守 性 ,GdHsp70 蛋白 与 分 类 学 关系 上 
较为 接近 的 昆虫 的 同 源 重 白 间 有 较 高 的 相似 度 , 但 
是 半 翅 目 同 翅 亚 目 昆 虫 的 Hsp70 基因 序列 间 的 相 
似 度 较 低 ,表现 为 烟 粉 乱 的 两 个 Hsp70 55 38 H EG 
虫 的 Hsp70 聚 在 一 起 , 褐 飞 乱 与 灰 飞 乱 的 Hsc70 与 
HDA HERK Hsp70 聚 在 一 起 ,与 同 种 的 Hsp70 基 
因 亲 缘 关 系 较 远 ,这 一 结果 与 张 青 等 (2015 ) 的 结论 
一 致 。 这 可 能 与 这 类 昆虫 存在 亲缘 关系 较 近 的 
Hsp70 还 未 被 鉴定 出 有 关 。 但 沙 葱 萤 叶 甲 Hsp70 和 蛋 


















































GdHsp70( GenBank 登录 号 : KY4204326) ,经 氨基 酸 
序列 分 析 表 明 该 基因 具有 3 个 Hsp70 家 族 的 签名 序 
列 及 一 个 ATP/GTP 结合 位 点 。 有 报道 认为 Hsp70 
家 族 基因 的 C 端 是 否 具 有 多 个 GGXP 四 肽 重复 序 
列 是 区 分 组 成 性 Hsc70 和 诱导 性 Hsp70 两 个 亚 家 族 
的 重要 标志 (Schmid et al., 1994; Wu et al., 2001) ， 
并 未 发 现 Gd HspTO 基因 靠近 C 端 多 个 GGXP 的 四 肽 
重复 序列 ,进一步 鉴定 其 为 一 个 诱导 型 Hsp70 基 
。 同 源 性 分 析 显 示 不 同 昆 虫 的 Hsp70 家 族 基 
分 别 升 高 了 74 倍 和 10 fis vb ZR en EF GE EH [8] IBI 

















白 序列 与 分 类 学 关系 上 较为 接近 的 鞘翅 目 昆 虫 的 同 
源 蛋白 有 较 高 的 相似 度 。 

已 有 报道 发 现 Hsp70 在 调控 昆虫 生长 发 育 及 
分 化 过 程 中 扮演 着 重要 角色 ,并 具有 组 织 特异 性 和 
时 间 顺 序 性 (Sonoda et al., 2006; Sharmas et al., 
2007) 。 我 们 的 实验 结果 显示 GdHsp70 Trib R sig up 
甲 成 虫 的 胸部 表达 量 高 于 腹部 和 头 部 ;在 整个 发 育 
阶段 ,GdHsp70 在 卵 期 和 1 龄 幼虫 中 表达 量 显著 高 
于 其 他 发 育 阶段 ,与 对 照 组 ( 雄 成 虫 ) 相 比 ,表达 量 
越冬 ,最 早 4 月 上 中 旬 开 始 旷 化 ,这 段 发 育 期 间 始 终 
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22 V Spodoptera exigua hsp70 
V Bombyx mori hsp70 
È Plutella xylostel hsp70 
Q Helicoverpa armigera hsp70 
å Bemisia tabaci ZHI2-biotype hsp70 


100 & Bemisia tabaci Q-type hsp70 
& Harmonia axyridis hsp70 

100 & Dastarcus helophoroides hsp?70 
4h Nibparvata lugens hsp70 

100 Ah Laodelphax striatella hsp70 


© Culex quinguefasc atus hsp70 
© Drosophils auraria hsp?0 
100 @ Ceratitis capitata hsp70 
100 @ Panonychus citri hsp?0-1 
@ Tetranychus cinnabarinus hsp70 
@ P3nonychus citri. hsp?0-2 
100 à Nibparvata lugens hsc?70 
å Laodelphax striatella hsc70 
& Epicauta chinensis hsp70 
À Leptinotarsa decemlineata hsp7(-1 


59 å Cobphelus bowringii hsp? 0 
& Galeruca daurica hsp70 
100 & Leptinotarsa decemlineata hsp70-2 


E Bombus impatiens hsc70 
100 E Megachile rotundata hsc70 
å Tribolium castaneum hsp70 


图 2 Wau E pe Ee RAE TRAE A Hsp70 序列 的 系统 进化 树 
Fig. 2 Phylognetic tree based on the amino acid sequences of Hsp70 proteins from Galeruca daurica and other insects 
采用 Mega 6. O 软件 的 邻接 法 (NJ) 生 成 系统 发 育 树 , 进化 树 分 支 置信 度 检测 利用 Bootstrap 进行 1 000 次 计算 ,分 支 上 的 数值 表示 置信 度 。The 
tree was generated by MEGA 6. 0 using the Neighbor-Joning ( NJ) method. The topology was tested using bootstrap analyses ( 1 000 replicates). Numbers 
at nodes are bootstap values. 物种 名 称 及 其 HSP70 序列 的 GenBank 登录 号 The species names and the GenBank accession numbers of their HSP70 








sequences; 甜菜 夜 峨 Spodoptera exigua hsp70 ( FJ862049.1); X Æ 








Bombyx mori hsp70 ( AB035326. 1 ); fi $$ Ui Helicoverpa armigera 


(HM593518. 1) ; 小 菜 蛾 Plutella xylostella hsp70 ( AB325801. 1) ; 烟 粉 乱 Bemisia tabaci ZHJ2-biotype hsp70 ( HM367079. 1) ; 烟 粉 乱 Bemisia 
Jy p yp P 


tabaci Q-type hsp70 ( HM013709. 1) ; 5: £89 i Harmonia axyridis hsp70 (KJ136115. 1); RA 























Dastarcus helophoroides hsp70 ( KU050682. 1 ) ; 


致 倦 库 蚊 Culex quinquefasciatus hsp70 ( XM 001861403. 1) ; 果 蝇 Drosophila auraria hsp70 ( AJ001365. 1) ; Jt P4 HE Ceratitis capitata hsp70 (XM 
004536177. 2) ; 15) Ki, Nilaparvata lugens hsp70 (Q782193. 1) ; JK f, Laodelphax striatella hsp70 ( KP994340. 1) ; TE 4 JI Panonychus citri 
hsp70-1 (6Q495083) ; f & JRI} Panonychus citri hsp70-2 ( GQ495084) ; 朱砂 叶 螨 Tetranychus cinnabarinus hsp70 ( EU679412. 1) ; 4j i 
Nilaparvata lugens hsc70 ( GU723301. 1) ; Jk KEL Laodelphax striatella hsc70 ( KP994340. 1) ; 大 猿 叶 甲 Colaphellus bowringii ( EF668009. 1) ; 马 铃 




















tE Leptinotarsa decemlineata hsp70-1 ( AHA36968. 1) ; PETINE 























(KY420426) ; 马铃薯 叶 























Epicauta chinensis hsp70 ( ALJ76676. 1) ; WA £F FH. Galeruca daurica hsp70 
Leptinotarsa decemlineata hsp70-2 ( AHA36960. 1) ; 雄 蜂 Bombus impatiens hsc70 ( XP. 003492512. 1) ; 首 蒂 切 叶 蜂 





Megachile rotundata hsc70 ( XP. 003702705. 1) ; 赤 拟 谷 盗 Tribolium castaneum hsp70 ( EFA06541. 1). 


伴随 着 较 低 的 温度 ,我 们 推测 GdHsp70 在 这 两 个 时 
期 的 高 表达 ,很 可 能 是 帮助 昆虫 细胞 耐 受 极端 温度 ， 
或 是 组 织 细胞 增殖 、 变 性 及 一 些 程 序 性 死亡 的 信号 
传递 ,从 而 保护 沙 获 萤 叶 甲 度 过 这 两 个 极为 敏感 而 
易 遭 道 境 威胁 的 发 育 阶 段 。 不 同 昆 虫 种 内 的 Hsp70 
基因 表达 量 在 各 发 育 阶段 的 变化 并 不 一 致 , 灰 飞 二 
Hsp70 基因 在 1 龄 若虫 阶段 表达 量 最 高 ( 张 青 等 ， 
2015) ,ifij — 4E Hsp70 基因 的 表达 量 则 随 不 同 发 











育 阶段 显著 变化 (Lu et al., 2014) , 郝 春 凤 等 (2016 ) 
从 花 绒 寄 甲 的 转录 组 数据 中 挫 气 出 3 个 Hsp70 基因 
进行 全 长 克隆 获得 DhHSPG69.09, DhHSPT0.11 和 
DhHSP71. 88 3 个 基因 , DhHSP69. 09 在 1 龄 幼虫 中 
表达 量 最 高 , DhHSP70. 11 和 DhHSP71. 88 在 雄 成 中 
中 表达 量 最 高 ,这 说 明 Hsp70 的 表达 具有 物种 特异 
E, WAIE GdHsp70 在 不 同 发 育 阶段 的 差异 表 
à ,为 进一步 开展 GdHsp10 涉及 生长 发 育 的 生理 功 


2m 





872 


昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 


60 卷 








相对 表达 量 


Relative expression level 














a** 











b* 















































成 


头 Head 


组 织 Tissues 


图 3  GdHspTO dE Vb 28 cit p P pA 
Fig. 3 Relative expression levels of GdHsp70 
E: Bp Ege; Ll; 1 龄 幼虫 lst instar larva; L2: 2 #4 H 
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不 同 组 织 中 (A) 和 不 同 发 育 
in different adult tissues ( A) and developmental stages ( 


R 2nd instar larva; L3; 3 龄 幼虫 3rd instar larva; P; Àj Pupa; F: 
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B Male adult. 不 同 组 织 中 的 表达 量 以 头 部 中 表达 量 为 基准 ,不 同 发 育 阶段 的 表达 量 以 雄 成 虫 中 表达 量 为 基准 。 


阶段 (B) 的 表达 模式 


B) of Galeruca daurica 
崔 成 虫 Female adult; M; 雄 
图 中 数据 为 平均 值 上 标准 





差 , 柱 上 不 同 字 母 表示 不 同 组 织 或 发 育 阶 段 间 表达 量 存在 显著 性 差异 (P «0.05, ANOVA) HEA EGRI 























准 表达 量 差 异 显 著 (P < 


0. 05 ) ,双星 号 表示 差异 极 显 著 (P<0.01)(i 检验)。The expression levels of gene in different tissues and developmental stages are normalized to those 


in the head and male adult, respectively. Data in the figure are expressed as mean + SD, different letters above bars indicate significant difference in 


expression level among different tissues or developmental stages (P <0.05, ANOVA), while single asterisk and double asterisks above bars indicates 


significant difference ( P «0. 05) and extremely significant difference ( P «0. 01) from the normalized value (t test) , respectively. 
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图 4  GdHsp70 在 不 同 温度 
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F 2 龄 幼虫 (A) 和 0C 低 温 下 处 弄 








不 同时 间 的 卵 中 (B) 的 相对 表达 量 


Fig. 4 Relative expression levels of GdHsp70 in the 2nd instar larvae of Galeruca daurica exposed to 


different temperatures for 1 h ( A) and eggs exposed to 0°C for different time ( B) 
VE 0C 胁迫 不 同时 间 卵 中 的 表达 量 以 未 处 理 对 照 (0 min 时 ) 的 表达 量 为 基准 。 图 中 数据 


不 同 温度 胁迫 幼虫 中 的 表达 量 以 5%C 下 的 表达 量 为 基 








为 平均 值 + 标准 差 , 柱 上 不 同 字 母 表示 不 同 温度 下 幼虫 








P 或 0 胁迫 不 同时 间 卵 中 的 表达 量 存在 显著 性 差异 (P<0.05, ANOVA) ; 柱 上 双星 号 


表示 差异 极 显 著 (P<0.01) (检验 ) The expression levels of gene in larvae exposed to different temperatures are normalized to that in larvae exposed 


to 5% , while those in eggs exposed to OC for different time are normalized to that in the untreated control (0 min). Data in the figure are expressed as 


mean + SD, different letters above bars indicate significant difference in expression level among different stress temperatures or time points after exposure 


to 0Y (P «0.05, ANOVA) , while double asterisks above bars indicate extremely significant difference ( P «0. 01) from the normalized value (t test) , 


respectively. 


能 的 研究 葛 定 基础 。 


Hsp70 是 与 生物 体温 度 耐 受 性 关系 最 为 密切 的 
一 类 和 蛋白质, 许多 报道 都 证 实 了 高 温和 低温 均 能 诱 
导 生 物体 内 Hsp70 基因 的 表达 (Rinehart et al., 
2007; Yi et al., 2007), ib Zi WF FB 2 龄 幼虫 在 内 
蒙古 锡林郭勒 草原 的 4 月 下 旬 盛 发 ,此 阶段 气候 变 


化 非常 不 稳定 ,每 


时 期 ,生产 上 在 2 


5 处 理 作 为 基准 


日 温度 及 昼夜 温度 变化 极 大 ,日 均 





温度 最 低 可 达 5C 左右 。2 龄 幼虫 又 是 防治 的 关键 


龄 前 进行 有 效 防治 ,可 以 迅速 控制 


种 群 密度 。 本 研究 以 2 龄 幼虫 作为 研究 对 象 , 以 














,通过 检测 GdHsp70 mRNA 相对 表 


达 量 ,探讨 GdHsp70 对 不 同 低温 、 高 温 胁 迫 的 响应 。 
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EOC, - 5"C fü -100C 处理 下 ,与 5 处理 相 比 ， 
GdHsp70 基因 显著 上 调 ,但 - 14^C 处 理 所 测 得 的 
GdHsp70 的 相对 表达 量 没 有 明显 变化 ,这 与 试 虫 的 
生理 活性 有 直接 关系 。 沙 签 董 叶 甲 2 龄 幼虫 的 过 冷 
却 点 为 -13.3% ( 李 浩 等 , 2014) ,在 -14% 下 处 理 
1 h ,部 分 虫 体内 部 已 经 结 冰 , 超过 一 半 的 幼虫 几乎 
没有 明显 的 活动 迹象 ,尽管 我 们 在 实验 中 RNA 的 质 
量 检测 过 关 , 但 是 相当 一 部 分 试 虫 的 生理 生化 活动 
基本 停滞 ,在 这 样 低 的 温度 处 理 下 ,CdHsp70 抗 低温 
的 功能 可 能 已 经 丧失 。 进 行 高 温 处 理 的 沙 阁 曹 叶 甲 
2 龄 幼虫 6dHsp70 基因 的 相对 表达 量 显著 升 高 ,但 
与 温度 的 变化 没有 显现 出 相关 性 ,表达 量 升 高 的 倍 
数 在 2 ~3 倍 间 。 说 明 低 温 对 该 基因 的 诱导 作用 强 
于 高 温 。 热 激 和 蛋白 是 生物 体 响应 高 低温 胁迫 的 重要 
机 制 之 一 (Sgrensen et al., 2003) ,暴露 在 温和 的 高 
温和 适度 的 低温 下 ,能 诱导 机 体内 某 些 热 激 蛋白 的 
表达 ,更 能 诱导 机 体 的 耐 受 能 力 ,在 之 后 遭受 极端 
高 .低温 度 时 可 以 降低 死亡 率 ( Huang et al., 2007; 
Kang et al., 2009; 李 浩 等 , 2014) 。 但 是 某 些 昆虫 
中 某 些 Hsp70 基因 并 不 能 被 高 .低温 诱导 ,说 明 不 
同 昆虫 的 不 同 Hsp70 作用 不 尽 相 同 。 

GdHsp70 在 沙 翘 董 叶 甲 卵 期 高 表达 , M Db ZA E 
叶 甲 又 是 以 卵 在 内 蒙古 北方 极端 低温 下 越冬 的 , 那 
么 GdHsp70 FE SR «pou fep ue] por TG P SEL Jes PRI S b 28 
叶 甲 卵 的 抗 寒 性 机 制 的 重要 依据 。 沙 葱 萤 叶 甲 卵 从 
体内 一 孵化 出 来 就 直接 进入 滞 育 ,不论 温度 高 低 ,都 
必须 经 历 一 段 时 间 的 低温 诱导 才能 顺利 孵化 为 幼虫 
(Zhou et al., 2016) ,所 以 所 有 的 试 虫 包括 对 照 组 ， 
都 是 清 育 的 卵 。 在 这 两 个 实验 中 ,不 存在 因为 滞 育 
与 否 而 影响 Hsp70 的 表达 变化 , 因为 处 理 组 与 对 照 
组 的 背景 完全 一 致 。 我 们 在 实验 室 条 件 下 将 产 下 3 
d 的 卵 用 0Y 处 理 不 同时 间 , GdHsp70 基因 的 表达 量 
先 有 所 上 调 , 但 差异 不 显著 ,1 h 后 相对 表达 量 高 达 
36 倍 , 之 后 下 调 ,3 h 时 检测 表达 量 与 对 照 组 相 比 达 
5.87 fii. dX EU A nt H P GdHsp70 基因 表 
达 量 与 低温 诱导 时 间 呈 正 相 关 到 达 高 峰 后 义 下 调 ， 
可 能 与 环境 胁迫 达到 一 定时 间 后 ,变性 蛋白 产生 过 
多 从 而 抑制 了 GdHsp70 的 表达 有 关 。 有 学 者 认为 ， 
热 激 和 蛋白 的 诱导 虽然 有 助 于 提高 生物 体 的 抗 逆 能 
力 , 但 是 会 消耗 大 量 能 量 ,影响 其 他 功能 蛋白 或 结构 
蛋白 的 合成 , 甚至 出 现 寿 合 缩短、 生殖 力 下 降 等 
(Shen et al., 2014) ,所 以 显著 诱导 是 短暂 、 不 稳定 
Wo WAHE Ype GdHsp70 基因 在 低温 处 理 下 的 
表达 变化 模式 ,在 一 些 昆 虫 经 热 激 后 热 激 重 白 的 表 


































































































达 模 式 研究 中 都 有 相似 的 结果 ( 韩 册 册 等 , 2014 ) 。 
因此 ,我们 认为 调节 GdHsp70 基因 的 表达 可 能 是 沙 
获 至 叶 甲 卵 抗 寒 的 重要 生理 手段 。 
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